estruturas internas de uma amostra (SOUZA, 2017), medindo variagcbes de
densidade do material que as constitui (FERNANDES et al.,, 2009). De maneira
geral, trata-se da combinacéo de aquisicédo e processamento de dados para produzir
imagens 2D da anatomia (SOUZA, 2017), que serdo usadas na reconstrucao de sua
estrutura tridimensional, através de um algoritmo matematico (FERNANDES et al.,
2009). Segundo Souza (2017), a maioria dos sistemas de microtomdgrafos utiliza
uma fonte de raios X de feixe conico associada a um detector bidimensional (camera
CCD, do inglés Charge Coupled Device) (Figura 20). Quando a fonte de raios X é
rodada circularmente em torno da amostra, é registrado um conjunto de radiografias
2-D em angulos de vista diferentes (SOUZA, 2017).

Figura 20 — Mecanismo de funcionamento de um microtomoégrafo desde a obtencao

das imagens até a obtencdo do modelo ou imagem 3D.
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Fonte: esquema montado a partir de imagens presentes em Fernandes et al. (2009) e Souza (2017).

Na representagdo tridimensional de imagens, o modelo de matriz
bidimensional € substituido pelo modelo de matriz volumétrica onde os pixels
(unidade bidimensional de imagens digitais) ganham a dimenséo de profundidade

espacial, sendo chamado de voxel (SOUZA, 2017) (Figura 21). Na tomografia, cada
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imagem reconstruida é vista como uma cole¢cdo de voxels cujas dimensdes no plano
de imagem correspondem as dimensfes horizontais dos pixels e a profundidade
corresponde a espessura da imagem (PINHEIRO, 2008; SOUZA, 2017).

Figura 21 — Modelo de representacgéao tridimensional de imagens.

Pixel

Volume

Fonte: esquema obtido em Souza (2017).

Rotoscopia Cientifica

Quando se posiciona, sequencialmente, um esqueleto fisico baseado em
imagens de Raios-X, trata-se de uma forma simples de "Rotoscopia”, que € uma
técnica de producdo cinematografica em que um artista grafico utiliza imagens de
uma cena ao vivo como guia de animacdo (KERLOW, 1996; DOBBERT, 2005;
GATESY et al., 2010). Ja a “Rotoscopia Cientifica” € um método de andlise de
movimento que aproveita a qualidade das ferramentas digitais para criar modelos de
esqueletos e, assim, extrair dados cinematicos tridimensionais de imagens em
videofluoroscopia ou filmagem convencional de corpo externo, e renderizar
animacoes (i.e. compilar e obter o produto final de um processamento digital) com
precisdo (GATESY; ALENGHAT, 1999; GATESY et al., 2004, 2007).

De acordo com Gatesy et al. (2010), o objetivo da Rotoscopia Cientifica é
animar e quantificar, simultaneamente, o movimento do esqueleto de um animal,
posicionando um modelo de computador 3D de acordo com as perspectivas de

filmagens tradicionais de corpo externo ou videofluoroscopia (Figura 22). Esta
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técnica envolve trés etapas principais: 1) elementos da configuracdo experimental
sao recriados como uma cena 3D usando um software de animacdo; 2) modelos
tridimensionais dos ossos sao criados a partir de tomografia computadorizada e
articulados por articulagcées virtuais em uma marionete digital (rigging); e 3) essa
marionete esquelética é representada pelo alinhamento de cada modelo de osso
para corresponder as imagens de fundo geradas a partir da videofluoroscopia
(GATESY et al., 2010).

Figura 22 — Exemplo de imagem gerada por Rotoscopia Cientifica.

Legenda: Esqueleto tridimensional em vista ventral posicionado de acordo com imagens de
videofluoroscopia durante a locomocao de Tiliqua sp. A partir de uma técnica avancada
chamada “XROMM - Scientific Rotoscoping”.

Fonte: Frame obtido a partir do video disponivel em

<https://www.youtube.com/watch?v=HQYie4U_ PEM> (Acesso em 07 Nov. 2018).
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1 HIPOTESES

Diante das lacunas e premissas apresentadas no levantamento bibliogréafico

realizado, foram testadas a seguintes hipéteses:

1) Ha variacdes cranianas entre diferentes espécies do género Leposternon
gue ocorrem na América do Sul e essas estao relacionadas com tamanho e

fatores edaficos;

2) Espécies que compartilham padréo geral da cabe¢ca em forma-de-pa de
superficie cbncava (shovel) apresentam estratégias de escavacao

semelhantes, porém as dimensdes corporais alteram sua performance;

3) Leposternon microcephalum é um modelo viavel para simular o
comportamento escavatorio no ambiente virtual através da Rotoscopia

Cientifica, possibilitando incrementar os estudos de sua biomecéancia.
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2 OBJETIVOS

1) Determinar variacdes cranianas entre cinco espécies do género Leposternon que

se distribuem ao longo da América do Sul;

2) Determinar variagbes morfoldgicas e biomecéanicas entre duas espécies

simpatricas do género Leposternon, L. microcephalum e L. scutigerum;

3) Aplicar a técnica de Rotoscopia Cientifica para simular o ciclo escavatério de L.

microcephalum no ambiente virtual (in silico).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostras estudadas

Em comparacdo a outros grupos de vertebrados, os Amphisbaenia sao
geralmente pouco representados em cole¢des museoldgicas e tal fato é atribuido ao
seu habito de vida fossorial que dificulta sua localizacdo e coleta (NAVEGA-
GONGALVES, 2004; BARROS-FILHO et al., 2008; MENDES, 2017).

Na presente tese, para o estudo cujo objetivo foi analisar varaicbes cranianas
em Leposternon ao longo da América do Sul, foram analisados 61 cranios de
espécimes adultos de cinco das 11 espécies que ocorrem no continente sul-
americano, que sao: Leposternon scutigerum (Hemprich, 1820), Leposternon
microcephalum Wagler, 1824, Leposternon polystegum (Duméril, 1851),
Leposternon infraorbitale Berthold, 1859 e Leposternon wuchereri (Peters, 1879).

Mesmo que o tamanho do corpo varie consideravelmente entre 0s espécimes
desse género (BARROS-FILHO, 2000), foram considerados adultos aqueles com
comprimento do corpo acima de 150 mm (GANS, 1971). As coordenadas
geograficas das diferentes localidades de coleta foram obtidas para cada espécime,
resultando em 23 localidades distribuidas em oito Estados brasileiros (Bahia, Ceara,
Goias, Para, Parana, Rio de Janeiro, Rondbnia e Santa Catarina), assim como no
Paraguai e Argentina.

Das cinco espécies aqui estudadas, L. scutigerum possui a distribuicdo mais
restrita, sendo endémica do Estado do Rio de Janeiro (BARROS-FILHO, 1994;
ROCHA et al., 2009). Além disso, € listada como Ameacada de Extincdo pela IUCN
(COLLI et al.,, 2016) e esta incluida na Lista Vermelha Brasileira de espécies
ameacadas (veja Portaria MMA no. 444 de 17 de dezembro, 2014).

A espéce Leposternon microcephalum foi amostrada para um maior namero
de localidades (14), seguida de L. polystegum com quatro localidades, L.
infraorbitale (duas localidades) e L. wuchereri (uma localidade). Tendo em vista seu
endemismo, L.scutigerum foi amostrado em apenas quatro municipios do Estado do

Rio de Janeiro. A Tabela 1 mostra as localidades para cada espécie.
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Tabela 1 — Localidades de onde as espécies de Leposternon aqui analisadas

sdo oriundas.

Espécie Localidades

Adrianépolis, PR, Brasil; Paranagud, PR,
Brasil; Brasilia (DF), GO, Brasil; Corrientes,
Argentina; Bom Jesus do Itabapoana, RJ,
Brasil; Rio de Janeiro, RJ, Brasil;
Leposternon microcephalum Governador Celso Ramos, SC, Brasil;

Petropolis, RJ, Brasil; Espigdo d’Oeste, RO,
Brasil; Departamento Caazapa, Paraguai;
Ayolas, DM, Paraguai; Joinville, SC, Brasil;
Colonia Nueva Colombia, DCo, Paraguai;

Aregud, DC, Paraguai

Braganca, PA, Brasil; Maranguape, CE,

Leposternon polystegum Brasil; Ubajara, CE, Brasil; Fortaleza, CE,
Brasil

Leposternon infraorbitale Ilhéus, BA, Brasil; Itabuna, BA, Brasil

Leposternon wuchereri Mucuri, BA, Brasil

_ Itaborai, RJ, Brasil; Saquarema, RJ, Brasil;
Leposternon scutigerum , , _ o ,
Rio de Janeiro, RJ, Brasil; Marica, RJ, Brasil

Para cada espécie o numero de exemplares fémeas, machos e sexo
indeterminado esta assim distribuido: L. infraorbitale (5:0:1), L. polystegum (5:8:2), L.
wuchereri (4:2:4), L. scutigerum (1:3:2) e L. microcephalum (5:14:5).

J4 para atingir o objetivo de determinar variacbes morfolégicas e
biomecanicas entre duas espécies simpatricas de Leposternon, foi utilizado um total
de 26 espécimes adultos (L. microcephalum N= 14; L. scutigerum N = 12). Nessa
amostra estdo incluidos oito individuos vivos (L. microcephalum N = 7; L. scutigerum
N = 1) que foram submetidos as filmagens para andises locomotoras e 18
espécimes provenientes de cole¢des cientificas depositadas no Museu Nacional e
no Departamento de Zoologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).
Da mesma forma apresentada anteriormente, exemplares com mais de 150 mm
foram considerados adultos (GANS, 1971) e utilizados nas andlises.

Tendo em vista a reconhecida variacdo morfolégica de L. microcephalum de

acordo com sua ampla distribuicdo geogréafica na América do Sul (BARROS-FILHO,
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2000), foram utilizados apenas exemplares provenientes do estado do Rio de
Janeiro, Brasil. Dessa forma, minimizando possivies erros durante as analises.

As coletas de campo dos individuos vivos foram aprovadas pelo Instituto
Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio), 6érgdo ambiental do
governo brasileiro, com um numero de licenca permanente para coleta de material
zooldgico (15337), desde 28 de maio de 2008. Uma lista completa dos espécimes,
seu sexo, localidade de coleta e 0 museu no qual o espécime esta depositado é

fornecido no Apéndice A.

3.2 Anélises de Morfometria Geométrica

Para verificar variacbes cranianas entre as cinco espécies de Leposternon
consideradas para esse estudo e fornecer inferéncias sobre a influéncia do tamanho
do cranio e de fatores geograficos em tais variacdes, quando presentes, foi utilizada
a técnica de Morfometria Geométrica 2-D baseada em landmarks e semilandmarks
(BOOKSTEIN, 1991, 1997; MACLEOD, 2013).

Os cranios dos espécimes utilizados para essas analises foram fotografados
nas vistas dorsal e ventral com uso de uma mesa fotografica associada a uma
camera digital Sony DSC-HX1. Os cranios foram mantidos a uma distancia padréo
de 3,5 cm. Os espécimes e a cdmera foram fixados e nivelados com um nivel para
garantir que o plano da camera e o eixo do comprimento maximo do cranio
estivessem exatamente paralelos um ao outro. Dado o pequeno tamanho das
estruturas fotografadas, a funcdo macro da camera foi ativada para garantir a
resolucdo dos detalhes. Uma barra de escala foi posicionada, e os cranios foram

colocados em uma posicao padrao durante todas as fotos (Figura 23).
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Figura 23 — Procedimento de tomada das fotografias para Morfometria Geométrica.

Legenda: a esquerda o Set Fotografico e a direita a posicdo padrdo dos cranios, em relagdo a
camera, durante todas as fotos da vista dorsal e lateral.
Fonte: o esquema da esquerda foi adaptado de Hohl et al. (2018), artigo publicado oriundo da

presente tese.

Para descrever os caracteres cranianos foi priorizado o uso de landmarks
Tipo | e Il (BOOKSTEIN, 1991). Estruturas curvas como o contorno do focinho e
pontos considerados dificeis de serem marcados (e.g. limites laterais do segmento
intermediario) foram descritas usando semilandmarks, que foram analisadas de
froma equivalente e juntamente aos landmarks (MacLEOD, 2013). Dez landmarks e
seis semilandmarks foram usados para descrever a vista dorsal do cranio e nove
landmarks e cinco semilnadmarks para a vista ventral (Figura 24). O software
MakeFan6 (SHEETS, 2002) foi usado para gerar “pentes (combs)” utilizados para

pontuar os semilandmarks.
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Figura 24 — Posicdo dos landmarks (circulos pretos) e semilandmarks (circulos
brancos) no cranio de um espécime de Leposternon microcephalum

(UnB 3663) usados para descrever a vista dorsal (A) e ventral (B).

Fonte: Imagem modificada de Hohl et al. (2018), artigo publicado oriundo da presente tese.

Na vista dorsal, os landmarks 1 e 9 foram utilizados como pontos de
referéncia para gerar o comb, enquanto na vista lateral foram usados os pares de
landmarks 1 e 5, e 5 e 7. Os landmarks e semilandmarks foram, entdo, pontuados
utilizando o software TPSDig2 versao 2.0 (ROHLF, 2004). Cada marco foi pontuado
duas vezes para estimar o erro de medicdo. Essa repeticdo foi realizada duas
semanas apos a primeira rodada de marcacao (veja VISCOSI; CARDINI, 2011). Os
dois conjuntos de dados foram submetidos a uma Analise de Fung¢éo Discriminante,
mas ndo houve diferenca estatisticamente significante entre eles.

A superposicdo de Procrustes foi usada sobre as coordenadas brutas (x, y —
valores referentes a posicdo dos landmarks e semilandmarks), para que tamanho e
forma fossem analisados separadamente e para minimizar diferencas relacionadas
ao tamanho, posicdo e orientacdo (ROHLF; SLICE, 1990). O tamanho de cada
espécime é dado pelos valores dos tamanhos do centrdide (do inglés Centroid Size
— CS) (VISCOSI; CARDINI, 2011). Ap6s obter as coordenadas Procrustes no

software MorphoJ (KLINGENBERG, 2011), o software TPSSmall versdo 1.34 foi
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usado para testar se a variagdo na forma entre os espécimes estava dentro dos
limites requeridos, para permitir procedimentos analiticos baseados na aproximacao
do espacgo tangente, tais como os métodos Thin-Plate-Spline (ROHLF, 2017). Esse
software faz regressdes através da origem do conjunto de distancias Euclidianas no
espaco Euclidiano para o conjunto de distancias de Procrustes. Se 6timo, essa
aproximacdo retornar4d uma regressdo com inclinacdo e correlagdo com valores
muito préximos ou igual a 1,0 (VISCOSI; CARDINI, 2011). As amostras tambéem
foram inspecionadas para outliers no MorphoJd.

Durante as analises interespecificas, a variacdo do tamanho do créanio entre
as diferentes espécies foi testada realizando uma ANOVA sobre os valores dos
tamanhos dos centréides log-transformados (logCS). Optou-se por usar a
tranformacéo desses valores em log por causa da consideravel variagdo no tamanho
craniano dentre 0s espécimes adultos, mesmo numa Unica espécie
(KLINGENBERG, 2011).

Diante dessa reconhceida variagcdo de tamanho, a falha em reconhecer
modificacdes alométricas pode resultar em superestimar resultados numa analise
filogenética (GANS; MONTERO, 2009). Assim, para verificar a real variagdo na
morfologia craniana entre as espécies analisadas, primeiro foi feita uma regressao
da varidvel forma (i.e., os valores das corrdenadas de Procrustes) sobre o tamanho
(logCS). Os resultados dessa regressao foram utilizados para caracterizar a variagao
na forma relacionada ao tamanho craniano. Esse viés alométrico determinou o uso
dos residuos das regressdes em todas as andlises subsequentes (por exemplo,
CVA) como um meio de corrigir a influéncia do tamanho do cranio nos dados de
forma (KLINGENBERG, 2011).

A Andlise de Componentes Principais (do ingés Pincipal Component Analysis
— PCA) foi usada para ordenar os espécimes no espaco de forma (MONTEIRO;
REIS, 1999; ZELDITCH et al., 2004) e identificar os vetores de maxima variancia nos
dados de forma. Como a PCA néo € considerada, por si sO, um teste estatistico de
significancia (WEBSTER; SHEETS, 2010), a significancia estatistica das diferencas
morfolégicas cranianas entre as espécies foi acessada usando a Andlise de
Variaveis Canonicas (do inglés Canonical Variate Analysis — CVA) a partir dos

valores residuais da regressao entre forma e tamanho feita anteriormente.
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Todos os procedimentos inerentes a técnica de Morfometria Geométrica 2-D
foram feitos no software MorphoJ (KLINGENBERG, 2011). Os gréaficos de disperséo
e variacdo de forma foram otimizados pelos softwares PAST (HAMMER et al., 2001)
e GIMP (disponivel em https://www.gimp.org/). As mudancas de forma foram
descritas observando o0s principais eixos de variagdo e representadas por
wireframes (VISCOSI; CARDINI, 2011).

No que se refere as analises biogeograficas, a ampla distribuicdo do género
Leposternon na América do Sul (RIBEIRO et al., 2015) levou a investigar se o
tamanho e a forma do cranio variam sistematicamente ao longo da latitude e
longitude, uma vez que ambos 0s parametros sdo considerados comumente
correlacionados com variacdes climaticas (veja CORTI et al., 1996; BARCIOVA et
al., 2009; CACERES et al., 2013; MELORO et al., 2014). Para melhor compreender
a influéncia do clima, 19 variaveis biocliméticas foram testadas diretamente. Essas
variaveis foram obtidas com uma resolucdo de 10 minutos de arco (~ 340 Km?)
através do WorldClim versdo 2 (FICK; HIJMANS, 2017), ap0s serem extraidas
usando o ArcGIS Pro 2.1.3 (ESRI, 2018) (Tabela 2).

Tabela 2 — Variaveis Bioclimaticas segundo a WorldClim.

BIO1 = temperatura média anual

BIO2 = Intervalo médio diurno [Média mensal (max temp - min temp)]
BIO3 = Isotermalidade (BIO2 / BIO7)

Bl1O4 = Sazonalidade da temperatura

BIO5 = Temperatura méxima do més mais quente
BIO6 = Temperatura inima do més mais frio

BIO7 = Faixa anual de temperatura (BIO5-BIO6)
BIO8 = Temperatura média do trimestre mais umido
BIO9 = Temperatura média do trecho seco

BIO10 = Temperatura média do trimestre mais quente
BIO11 = Temperatura média do trimestre mais frio
B1O12 = Precipitacao anual

BIO13 = Precipitacdo do més mais umido

B1O14 = Precipitacdo do més mais seco

BIO15 = Sazonalidade da precipitacao

BIO16 = Precipitacao do trimestre mais chuvoso
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BIO17 = Precipitagdo do trimestre mais seco
BIO18 = Precipitagéo do trimestre mais quente

BIO19 = Precipitacao do trimestre mais frio

Uma vez que o presente estudo envolve animais fossoriais, o principal tipo de
solo de cada localidade de coleta dos espécimes analisados foi obtido através do
Conjunto Mundial de Solos Harmonizados - Grupos Principais de Solo, do inglés
Harmonized World Soil Dataset — Major Soil Groups (FAO / IIASA / ISRIC / ISS-CAS
/ JRC, 2009), extraido usando o ArcGIS Pro 2.1. 3. Os espécimes que nédo tinham
informacdes sobre a localidade de coleta (L. microcephalum ZUFRJ 1514, 1282, 975
e L. wuchereri ZUFRJ 1555) foram excluidos dessas analises.

Regressdes usando logCS como variavel dependente e latitude e longitude,
separadamente, como variaveis independentes foram executadas para verificar o
grau de associacdo entre a variacdo de tamanho e a distribuicdo geografica das
espécies. Essa andlise foi repetida usando as coordenadas de Procrustes como
variaveis dependentes para verificar a influéncia da latitude e longitude na variacao
da forma.

Uma analise de dois blocos de Minimos Quadrados Parciais (do inglés two-
block Partial Last Squares — PLS) (ROHLF; CORTI, 2000) foi realizada no MorphoJ
para testar uma possivel relacdo entre o ambiente e a forma do cranio. As variaveis
de forma (coordenadas de Procrustes) constituiram o Bloco 1 e as 19 variaveis
bioclimaticas constituiram o Bloco 2, seguindo Meloro et al. (2014). Ambos os blocos
sdo ponderados igualmente nos modelos PLS. Esta extrai vetores da matriz de
correlacdo de cada bloco para que o grau de co-variacdo entre os blocos seja
maximizado. Enquanto este estudo é o primeiro do tipo em anfisbenas, tal técnica é
padrdo em aplicacbes morfométricas geométricas que testam a associacdo entre a
forma do cranio e variaveis ambientais em mamiferos (cf. CACERES et al., 2013;
MELORO et al., 2014; BUBADUE et al., 2016).

Antes dessa analise, as variaveis ambientais foram log-transformadas para
padronizar os valores (KLINGENBERG, 2011). Os escores do eixo “PLS1 Shape”
foram analisados pela andalise de variancia nédo paramétrica de Kruskal-Wallis,
seguida do teste par-par de Mann-Whitney para verificar diferencas entre as

espécies de Leposternon ao longo do gradiente ambiental. Os escores do eixo
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“PLS1 Climate” foram usados em regressbes com latitude e longitude para verificar
as possiveis correlagdes entre essas variaveis (veja CACERES et al., 2013).

3.3 Analises de Morfometria Tradicional

Para verificar variagbes corporais e cranianas relacionadas com a
biomecénica da escavagdo entre duas espécies simpatricas, medidas corporais
foram tomadas usando uma fita métrica (em escala de milimetros), enquanto
medidas cranianas foram aferidas com um paquimetro digital (modelo Pro-Max,
Fowler-NSK com precisdo de 0,01 mm). As medidas cranianas foram: o
comprimento condilo-basal; a largura maxima do cranio, situada na regido occipital
na altura das capsulas oticas; a largura da crista transversal; e a largura maxima da
regido rostral (Figura 25). As medidas corporais incluiram: o comprimento total do
corpo e o seu diametro na posicdo medial (Figura 25). A terminologia das estruturas
cranianas segue Gans & Montero (2009). As medidas cranianas dos individuos vivos
foram tomadas usando imagens de Raio-X através do software Tracker versao 4.96.
A distancia entre as marcac¢des de chumbo presentes na parede do terrario usado
para as filmagens do comportamento locomotor (descrita em detalhes adiante) foi
usada como escala de referéncia (5 cm). Para essa amostra ndo foi possivel tomar

medidas da largura da crista tranversal e da largura maxima da regiao rostral.
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Figura 25 — Vista dorsal de um cranio de Leposternon microcephalum e medidas

aferidas.

CBL

10mm

Legenda: As siglas se referem a nomenclatura, em inglés, das medidas: CBL = condylo-basal length
(comprimento condilo-basal); MW = maximum width (largura maxima); TCW = transverse
crest width (largura da crista transversal); MWR = maximum width of the rostral region
(largura méxima da regido rostral); ToL = total length (comprimento total); D = diameter
(didmetro). A escala presente na imagem se refere ao cranio

Fonte: A imagem referente as medidas cranianas foi modificada de Hohl et al. (2017), artigo publicado

oriundo da presente tese.

As distribuicbes de frequéncia das variaveis morfométricas foram testadas
guanto a normalidade (T de Shapiro-Wilk) e homocedasticidade (Levene), bem como
assimetria e curtose. Os testes U de Wilcoxon-Mann-Whitney foram usados para
testar variagbes morfométricas intra- e interespecificas entre espécimes de L.
scutigerum e L. microcephalum comparando as medidas do corpo e do cranio.

As comparacdes entre as espécies foram realizadas por meio da Andlise de
Componentes Principais (PCA) como meétodo exploratério de dados, sobre os
valores padronizados das variaveis originais que demonstraram ser relevantes
(comprimento total do corpo, didmetro, comprimento condilo-basal e largura maxima

do créanio), para verificar suas tendéncias de variagcéo e a distribuicdo dos grupos em
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seu espaco morfoldégico multivariado. As analises estatisticas foram realizadas com
o software Statistica versdo 8.0 (STATSOFT, 2008).

3.4 Captura e analise dos dados de locomocao

Oito individuos adultos do género Leposternon provenientes da cidade do Rio
de Janeiro foram analisados (L. microcephalum N = 7; L. scutigerum N = 1). Os
dados referentes a Leposternon scutigerum foram aqui apresentados de forma
inédita. Os individuos de L. microcephalum foram coletados, registrados e
analisados por Hohl et al. (2014). Este estudo de comportamento locomotor foi
aprovado pelo Comité de Etica para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais do
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes (CUAE / IBRAG / 015/2017).

O comportamento locomotor dos exemplares foi registrado usando a técnica
de videofluoroscopia, descrita anteriormente. Esta vem sendo utilizada em estudos
comportamentais de espécies fossorias de Amphisbaenia (BARROS-FILHO et al.,
2008; HOHL et al., 2014) e Gymnophiona (SUMMERS; O’'REILLY, 1997; MEASEY;
HERREL, 2006, HERREL; MEASEY, 2010, 2012).

Antes das filmagens, L. scutigerum foi mantido em ambiente laboratorial no
Laboratério de Zoologia de Vertebrados —Tetrapoda (LAZOVERTE), Universidade do
Estado do Rio de Janeiro (UERJ), nas mesmas condi¢cdes apresentadas por Hohl et
al. (2014), i. e., mantidos numa caixa de plastico contendo solo umido e rico em
humus, e alimentado com minhocas uma vez por semana.

As imagens em Raios-X foram feitas no Hospital Universitario Pedro Ernesto
(HUPE/UERJ), Rio de Janeiro, com uma maquina de videofluoroscopia Toshiba
(Toshiba Ultimax de Toshiba Medical Systems) que filma a 30 frames (quadros) por
segundo, calibrada em 200 pA e 40 kV.

Seguindo o procedimento padrdo proposto por Hohl et al. (2014), L.
scutigerum foi colocado em um terrario de vidro de dimensdes 100 X 35 X 2,5 cm
(comprimento, altura, largura); preenchido com semolina (material ndo radio-opaco e
ingrediente culinario usado para fazer cuscuz marroquino) seca e graos soltos; e
com marcag6es de chumbo coladas na face externa da parede do terrario distando 5

cm uma das outras, de modo a formar 4 linhas horizontais e 6 linhas verticais. O
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terrario foi colocado cerca de um metro de distancia da camera de videofluoroscopia
(Figura 26).

O animal foi introduzido vérias vezes no terrério e estimulado a se movimentar
tocando-se a ponta da cauda para seus movimentos serem registrados. As
filmagens também foram feitas com alguns espacos de tempo para evitar a0 maximo
0 estresse do animal filmado. Durante as filmagens foram tomadas medidas de
biosseguranca para a protecédo dos pesquisadores como o uso de colete de chumbo,
um equipamento de protecao individual comum em procedimentos com uso de
Raios-X. Apos as filmagens, o animal foi devolvido ao seu ambiente natural.

Figura 26 — Aparelho de fluoroscopia, da marca Toshiba, pertencente ao servi¢co de

Radiologia do Hospital Universitario Pedro Ernesto, Rio de Janeiro.

Um total de tempo de filmagem de 7 minutos e 40 segundos contendo 32
sequéncias de movimentos escavatorios de L. scutigerum foram analisadas quadro
a quadro usando o software Toshiba Daicom Viewer. O padrdao escavatorio foi
analisado levando-se em consideracdo os detalhes das posturas corporais e 0s
movimentos executados. O desempenho locomotor foi avaliado através de dados da
distancia percorrida (distancia entre uma das marcacdes de chumbo sobre o vidro
do terrario e a extremidade do focinho); duracdo do movimento (multiplica-se o
namero de quadros observados num ciclo por 0,033 s, uma vez que a 30 quadros
por segundo tem-se 0,033 segundos entre um quadro e outro); velocidade (v = f x
Ad, onde v = velocidade, f = frequéncia, Ad = variacdo da distancia percorrida); e a
frequéncia com que os ciclos escavatorios sao executados (f = 1 /t, onde t = tempo

gasto para realizar um ciclo escavatorio). Um ciclo escavatério € o conjunto de
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movimentos que o animal faz durante seu deslocamento através do substrato,
definido resumidamente como: 1) posicéo estatica inicial; 2) momento de flexgdo da
cabeca para baixo e retracdo do corpo para tras; 3) momento de elevacdo da
cabeca e avanco do corpo para frente; 4) retorno a posicdo estatica inicial
(BARROS-FILHO et al., 2008).

Apesar de os individuos do género Leposternon compartilharem o mesmo
padrao craniano, forma-de-pa de superficie concava, o presente estudo considerou
duas espécies diferentes, L. microcephalum e L. scutigerum. Assim, o padrdo e o
desempenho escavatorio exibido por L. scutigerum (N = 37 ciclos) foi determinado e
comparado de forma interespecifica com o padrdo trifasico exibido por L.
microcephalum (N = 32 ciclos), de acordo com Barros-Filho et al. (2008) e Hohl et al.
(2014). Este padréo trifasico € o mesmo descrito no final do paragrafo anterior,
sendo chamado trifasico devido aos momentos de movimento efetivos das etapas 2,
3ed.

O reduzido tamanho amostral impediu comparacbes estatisticas
interespecificas mais abrangentes. Portanto, avaliou-se o grau de variacao
observado nas filmagens entre os individuos registrados como ponto de partida para
estimar possiveis diferencas entre o desempenho locomotor em L. scutigerum e L.
microcephalum. Os trés ciclos escavatorios mais rapidos (i. e. em que 0s animais
atingiram as maiores velocidades) realizados por cada individuo (N = 7 individuos de
L. microcephalum, portanto N = 21 ciclos escavatorios; N = 1 individuo de L.
scutigerum, portanto N = 3 ciclos escavatoérios) foram quantificados de acordo com
0s parametros locomotores propostos.

Uma vez determinados os dados morfométricos e locomotores, a influéncia
das variacdes morfoldgicas no desempenho locomotor foi acessada através de
Regressodes Lineares Multiplas. A velocidade, expressando o grau de especializagdo
para construgdo das galerias (GANS, 1978), foi usada como variavel dependente
para fazer a regressdo contra medidas do corpo e do cranio consideradas
importantes para a capacidade de escavacdo de acordo com Gans (1974) e Navas
et al. (2004): comprimento total do corpo e o didmetro, e a largura maxima do cranio
(variaveis independentes). As analises foram feitas no software Statistica versdo 8.0
(STATSOFT, 2008) primeiramente somente com os individuos de L. microcephalum

e depois repetidas acrescentando o individuo de L. scutigerum.
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3.5 Reconstrucéao tridimensional do esqueleto de Leposternon microcephalum

Através de microtomografia computadorizada de Raios-X (UTC) foi feita a
reconstrucao tridimensional do esqueleto de um exemplar fixado de L.
microcephalum (Cole¢do herpetoldégica da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, UERJ 710), proveniente da cidade do Rio de Janeiro, RJ, Brasil. O
espécime foi digitalizado no Laboratorio de Instrumentacdo Nuclear (LIN) da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) usando um microtomégrafo modelo
SkyScan 1173.

A fonte de Raios-X operou a 50 kV e 160 pA. A distancia fonte-objeto foi de
115,42 mm. O conjunto de dados consiste em 2.055 fatias de tomografia
computadorizada de Raios-X de alta resolugdo, tomadas ao longo de um eixo
obliquo da porc¢éo anterior do corpo do animal, da ponta do focinho até a 72 vértebra
(Figura 27). Cada imagem das fatias foi reunida em resolucdo de 2240 X 2240
pixels, e representa uma espessura e um espacamento de 15,67 pm.

Figura 27 — Procedimento de microtomografia computadorizada de Raios-X (UTC),

realizado Laboratorio de Instrumentacdo Nuclear da Universidade

Federal do Rio de Janeiro.

Espécime posicionado
para ser tomografado.

Imagens em raio -X
geradas a partir da
tomograia.

A recontrucgdo tridimensional dos 0ssos, “renderizagdo”, com base nas fatias
geradas, foi feita no software Mimics™ 9.0 (Materialise NV Technologielaan, Leuven,
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Belgium, 2010). Os arquivos foram salvos no formato OBJ conhecido como Object
File Wavefront 3D, e entdo transformados em STL (do inglés - Standard Tessellation

Language) compativel com o softwrare onde foi feita a animag&o do esqueleto.

3.6 Animacéao in silico do ciclo escavatério de Leposternon microcephalum

Esta etapa foi feita através do software Autodesk Maya versdo 2012
(Autodesk, Inc.), seguindo os principios basicos da técnica de Rotoscopia Cientifica
descrita anterioermente (GATESY; ALENGHAT, 1999; GATESY et al., 2004, 2007).

Inicialmente foi gerado um esqueleto de animacao denominado rigging, o qual
é utilizado para controlar os movimentos do modelo virtual, possibilitando reconstruir
0 padrdao de escavacdo exibido por L. microcephalum. Este € composto de um
conjunto de cadeias articulares que possuem um sistema de hierarquia de
movimento. Assim, a chamada articulacdo-mée influencia a movimentacéo das que
sdo consideradas articulagbes-filhas, que também podem ter movimentos
independentes (LOGUERCIO, 2010; SANTOS, 2013; CHAGAS, 2016). Além destas,
0 esqueleto de animacdo também possui a articulagdo-raiz que é a primeira
articulacéo na hierarquia do esqueleto de animacao, funcionando como seu centro
de gravidade (CHAGAS, 2016).

Para criar o esqueleto de animacdo baseado no esqueleto real da porgao
anterior do corpo de L. microcephalum, foram gerados pontos de articulacéo
respeitando as articulacdes reais. S&o elas: cranio — atlas; atlas — axis; axis —
vértebra 3 (vért.3); vert.3 — vért.4; vért.4 — vért.5; vért.5 — vért.6; vért.7 — vért.8;
costela 1 (cost.1) — vért.4; cost.2 — vert.5; cost.3 — vert.6; cost.4 — vért.7 (Figura 28).
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Figura 28 — Identificagdo dos pontos de articulacdo gerados para compor o
esqueleto de animacéo (rigging) sobre o modelo 3D do esqueleto real

de L. microcephalum.

as (V1)
v3 s
va wll [Axisv2)

Legenda: o esqueleto de articulacdo esthd representado em azul escuro, onde as esferas
correspondem aos pontos de articulagdo e as estruturas piramidais aos 0ssos. V = vértebra

e Cost. = Costela.

A partir do recurso kinematics (cinematica), os movimentos das articulages
foram determinados por manipuladores FK (forward kinematics), IK (inverse
kinematics) e spline IK por clusters (vértices de curva) (Figura 29).

Figura 29 — Manipuladores utilizados para a animacéo do esqueleto in silico.
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Apbs construir o esqueleto de animacéo, uma filmagem em videofluoroscopia,
contendo sequéncias dos ciclos escavatorios executados por L. microcephalum, foi
selecionada de forma a capturar o conjunto de imagens que compdem a execucao
de um ciclo escavatorio. Essas foram capturadas a cada trés frames, totalizando 16
imagens para reresentar um ciclo escavatorio completo.

Entdo, as imagens foram importadas para o software Autodesk Maya e o
esqueleto de animacéao foi posicionado, de acordo com as imagens em Raio-X do
movimento do ciclo escavatorio de L. microcephalum, conferindo maior
confiabilidade no posicinnamento do esqueleto de animacdo em relagcao ao
esqueleto do animal, durante a execucdo do ciclo escavatorio (Figura 30). Com o
esqueleto de animacdo pronto e posicionado, este foi associado ao modelo
tridimensional do esqueleto real, importado no formato STL, que entdo é animado.
Figura 30 — Posicionamento do modelo 3D do esqueleto real de L. microcephalum

sobre a imagem proveniente da videofluoroscopia (Rotoscopia
Cientifica).

Segundo informacdes presentes na literatura sobre a musculatura envolvida
no processo de movimentos escavatorios de anfisbenas, os grupos musculares da
regido anterior, possivelmente envolidos no processo de escvagao, foram
representados e inseridos manualmete sobre o esqueleto tridimensional de L.
microcephalum. Assim, foi representado o grupo muscular da parte ventral,
relacionado com a flexdo da cabeca [Musculus longus colli, M. longus capitis, M.
rectus capitis anterior e M. rectus capitis lateralis (MONTERO et al. 2017)], o grupo

muscular da parte dorsal, relacionado com a elevacdo da cabeca [M. longissimus
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dorsi (NAVAS et al, 2004)]; e o grupo da parte latero-ventral, relacionado com a
movimentagdo das costelas durante o desclocamento [musculos costo-cutaneos
superior e inferior (RENOUS, 1994)].
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4 VARIACAO CRANIANA EM UM GENERO DE AMPHISBAENIA COM CABECA
EM FORMA-DE-PA, INFERIDA A PARTIR DA ANALISE DE MOR FOMETRIA
GEOMETRICA DE CINCO ESPECIES SUL-AMERICANAS DE Leposternon

O presente estudo € apresentado em formato de artigo (ver Apéndice B)
publicado no periodico Journal of Morphology, assim referenciado: Hohl, L.S.L.;
Barros-Filho, J.D. & Rocha-Barbosa, O. (2018). Skull variation in a shovel-headed
amphisbaenian genus, inferred from the geometric morphometric analysis of five
South American Leposternon species. Journal of Morphology, 249: 1665-1678.

Amphisabenia € um grupo de répteis Squamata adaptado para um estilo de
vida fossorial. O cranio é a sua principal ferramenta de escavacao e pode apresentar
uma das quatro formas principais. O padrdo com cabeca em forma-de-pa é
considerado a mais especializada para escavacdo. O género sul-americano
Leposternon apresenta um morfotipo de cabeca em forma-de-pa e é amplamente
distribuido neste continente. O padrdo geral de cranio forma-de-pa pode variar
consideravelmente, mesmo dentro do mesmo género, e foi levantada a hipotese de
que essa variacao pode ser influenciada principalmente pelo tamanho do corpo e
fatores climaticos. Este estudo investigou a variagdo no tamanho e forma do cranio
entre cinco espécies de Leposternon, e examinou a relacdo potencial entre esta
variacdo e o tamanho dos espécimes e variaveis bioclimaticas, através de uma
abordagem de morfometria geométrica. Variacbes morfolégicas significativas foram
encontradas entre as espécies, e também foram relacionadas sistematicamente ao
tamanho do corpo e a distribuicdo geogréfica dos espécimes. Como diferencas sutis
no tamanho ou forma do cranio podem representar modificacéo significativa na forca
de mordida e de escavacdo e na velocidade de escavacdo, a variagdo craniana
encontrada entre as espécies e espécimes de Leposternon pode influenciar
diretamente sua dieta e desempenho locomotor. Nossos resultados, juntamente com
observacdes diretas de algumas dessas espécies, sugerem que anfisbenas com
cabeca em forma-de-pa podem ser capazes de penetrar em diferentes tipos de solo
sob uma variedade de condi¢des climéticas, especialmente considerando a ampla,
mas frequentemente distribuicdo simpétrica das espécies aqui estudadas.
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5 VARIACOES MORFOMETRICAS NO CORPO E NO CRANIO ENTRE DUAS
ESPECIES DE AMPHISBAENIA COM CABECA EM FORMA-DE-PA (REPTILIA:
SQUAMATA) COM INFERENCIAS MORFOFUNCIONAIS SOBRE A E SCAVACAO

O presente estudo é apresentado em formato de artigo (ver Apéndice C)
publicado no periddico PeerJ, assim referenciado: Hohl, L.S.L.; Loguercio, M.F.C.;
Sicuro, F.L.; Barros-Filho, J.D. & Rocha-Barbosa, O. (2017). Body and skull
morphometric variations between two shovel-headed species of Amphisbaenia
(Reptilia: Squamata) with morphofunctional inferences on burrowing. Peerd, 5:
e3581.

Descricbes morfoldgicas comparando Leposternon microcephalum e L.
scutigerum foram feitas em estudos prévios. No entanto, estes tAxons ndao possuem
uma caracterizagdo morfolégica quantitativa formal, e estudos comparativos
sugerem que a morfologia e o desempenho de escavacéo estéao relacionados. Os
movimentos de escavagado de L. microcephalum foram descritos em detalhe. No
entanto, ha uma falta de estudos comparando padrdes locomotores e / ou
desempenho entre diferentes anfisbenas compartiihando a mesma forma craniana.
Este artigo apresenta o primeiro estudo de variacbes morfométricas comparativas
entre duas espécies de Amphisbaenia, L. microcephalum e L. scutigerum, com

inferéncias funcionais sobre a eficiéncia de locomogé&o fossorial.

Variacbes morfométricas interespecificas foram verificadas por meio de
analises estatisticas de medidas corporais e cranianas de espécimes de L.
microcephalum e L. scutigerum. Suas atividades de escavacao foram avaliadas por
videofluoroscopia de Raios-X e comparadas. A influéncia da variagcdo morfolégica na

velocidade de escavacdo foi testada entre os individuos de Leposternon.

Leposternon microcephalum e L. scutigerum sdo espécies distintas
morfometricamente. O primeiro é mais curto e robusto com uma cabec¢a mais larga
enquanto o outro é mais alongado e magro com uma cabeca mais estreita. Eles
compartiiham os mesmos movimentos de escavacdo. Os animais analisados

atingiram velocidades relativamente altas, mas individuos com cranios mais estreitos

73



cavaram mais rapido. Uma correlacdo negativa entre a velocidade e a largura do

cranio foi determinada, mas ndo com o comprimento total ou diametro do corpo.

As diferencas morfométricas entre L. microcephalum e L. scutigerum estao de
acordo com as variagcbes morfologicas descritas anteriormente. Como essas
espécies realizaram o mesmo padréo de escavacao, podemos inferir que anfisbenas
intimamente relacionados com o0 mesmo tipo de cranio exibem o mesmo padréao
escavatorio. A correlagdo negativa entre a largura da cabeca e a velocidade de
escavacdo também € observada em outros escamados fossoriais. A robustez do
cranio também estéd relacionada a forca de compressdao em L. microcephalum.
Individuos com cabecas mais largas sdo mais fortes. Assim, sugere-se trade-offs
(compensacéo) entre a velocidade de escavacéo e a forgca de compresséo durante a
escavacao nesta espécie.
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6 Leposternon microcephalum (REPTILIA: SQUAMATA: AMPHISBAENIA)
COMO MODELO PARA RECONSTRUIR O PADRAO DE ESCAVACAO EM “PA”
NO AMBIENTE VIRTUAL

O presente estudo é apresentado em formato de artigo (ver Apéndice D)
submetido para publicacdo no periodico Journal of Experimental Biology, intitulado
“Leposternon microcephalum (Reptilia: Squamata: Amphisbaenia) as a model to
reconstruct the “shovel” excavation pattern in the virtual ambiance”.

Ha uma clara progressao das técnicas utilizadas nos estudos de locomocéao
fossorial, mais especificamente em Leposternon microcephalum. Ao longo dos anos,
o comportamento locomotor desta espécie tem sido descrito a partir de diferentes
perspectivas, como: observacdo visual, filmagem externa do corpo e
videofluoroscopia. Em cada técnica utilizada, as descricdes de seu comportamento
de escavacao vém ganhando novos detalhes que ajudam na compreenséo do estilo
de vida dessa espécie no ambiente subterraneo. Aqui nés geramos um modelo
tridimensional da por¢cdo anterior do esqueleto de L. microcephalum. Em seguida,
este foi animado usando a técnica de Rotoscopia Cientifican, que consiste em usar
imagens de imagens de Raios-X para posicionar o esqueleto 3D e reproduzir o seu
movimento, neste caso 0 ciclo escavatorio. A simulacdo do comportamento de
escavacao de L. microcephalum no ambiente virtual (in silico) usando a Rotoscopia
Cientifica possibilitou incrementar os estudos de sua biomecénica com recursos
mais sofisticados. Uma novidade foi observar a participacdo efetiva das costelas
durante os movimentos de escavacao, que esta de acordo com descri¢cdes prévias

para a locomocao retilinea em serpentes.
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CONCLUSOES GERAIS

1) Ha variacbes morfolégicas cranianas entre diferentes espécies do género

Leposternon. Isto significa dizer que, dentro de um mesmo morfotipo

craniano, neste caso forma-de-pa, existem submorfotipos.

2) A forma do cranio em Leposternon varia sob influéncia tanto do tamanho do

3)

cranio quanto das condi¢cdes climaticas (mais especificamente aquelas que
atuam diretamente sobre as propriedades fisicas do solo, como a temperatura
e quantidade de chuvas), de acordo com a distribuicdo geografica dos
espécimes.

Como diferencgas sutis no tamanho ou forma do cranio podem representar
modificacao significativa na forca de mordida e de escavacéo e na velocidade
de escavacdo, a variagdo craniana encontrada entre as espeécies e
espécimes de Leposternon pode influenciar diretamente sua dieta e

desempenho locomotor.

4) Anfisbenas do género Leposternon, que possuem a cabeca em forma-de-pa,

podem ser capazes de penetrar em diferentes tipos de solo sob condi¢des

climéaticas variadas.

5) A forca de escavacdo sozinha ndo determina onde Leposternon pode ser

encontrado, mas sim a profundidade que o individuo pode penetrar no solo,
dado seu tipo ou condi¢des bioclimaticas encontradas, em um local

especifico.

6) Leposternon microcephalum e L. scutigerum sao espécies distintas

7)

morfométrica e morfologicamente e tais diferencas refletem desempenhos
locomotores diferentes.

Com base na observacdo das duas espécies, objeto do estudo, e com o
mesmo morfotipo craniano forma-de-pa, pode-se inferir que anfisbenas

intimamente relacionados exibem o mesmo padrao escavatorio.

8) Leposternon microcephalum e L. scutigerum atingem velocidades diferentes

guando comparados, dentre os quais, individuos com cranios mais estreitos
cavam mais rapido. Isto €, ha uma correlacdo negativa entre a velocidade e a

largura do cranio.
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9) A robustez do cranio também esta relacionada a forca de compressao em L.
microcephalum. Individuos com cabecas mais largas sdo mais fortes. Assim,
sugere-se compensacao (trade-offs) entre a velocidade de escavacao e a
forca de compresséo, nesta espécie.

10) A Rotoscopia Cientifica possibilitou incrementar os estudos biomecanicos de
L. microcephalum, evidenciando a participacdo efetiva das costelas durante

0S movimentos escavatorios.

Desta forma, podemos afirmar que a confiabilidade e a complexidade das
descri¢cOes das variacfes cranianas e do comportamento e desempenho locomotor,
aumentam de acordo com a utilizacdo de técnicas e métodos inovadores. De fato,
essa € uma caracteristica da ciéncia uma vez que através do conhecimento
cientifico novas tecnologias sdo desenvolvidas e essas, por sua vez, permitem fazer
novas observacdes e incrementar ainda mais a produgdo do conhecimento

cientifico, numa dinamica de “retroalimentacao”.
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APENDICE A — Lista completa dos exemplares de Leposternon analisados (N = 76).

Espécie Identificacdo Sexo Localidade
L. microcephalum 1/2012 I Rio de Janeiro, RJ, Brasil
L. microcephalum 3/2012 I Rio de Janeiro, RJ, Brasil
L. microcephalum 4/2012 I Rio de Janeiro, RJ, Brasil
L. microcephalum 5/2012 I Rio de Janeiro, RJ, Brasil
L. microcephalum 8/2012 I Rio de Janeiro, RJ, Brasil
L. microcephalum 9/2012 I Rio de Janeiro, RJ, Brasil
L. microcephalum 10/2012 I Rio de Janeiro, RJ, Brasil
L. scutigerum 1/2017 I Rio de Janeiro, RJ, Brasil
L. infraorbitale ZUFRJ 1313 F IIhéus, BA, Brasil
L. infraorbitale ZUFRJ 1330 F IIhéus, BA, Brasil
L. infraorbitale MNRJ 4034 F IIhéus, BA, Brasil
L. infraorbitale MNRJ 4035 | Itabuna, BA, Brasil
L. infraorbitale MNRJ 4455 F IIhéus, BA, Brasil
L. infraorbitale MNRJ 4456 F IIhéus, BA, Brasil
L. polystegum MPEG 7145 M Braganca, PA, Brasil
L. polystegum MPEG 6559 M Braganca, PA, Brasil
L. polystegum MPEG 6649 M Braganca, PA, Brasil
L. polystegum MPEG 6650 I Braganca, PA, Brasil
L. polystegum MPEG 6671 F Braganca, PA, Brasil
L. polystegum MPEG 6624 F Braganca, PA, Brasil
L. polystegum MPEG 6604 M Braganca, PA, Brasil
L. polystegum MPEG 6634 M Braganca, PA, Brasil
L. polystegum MPEG 6673 F Braganca, PA, Brasil
L. polystegum MPEG 7223 F Braganca, PA, Brasil
L. polystegum MPEG 7600 M Braganca, PA, Brasil
L. polystegum MPEG 7602 F Braganca, PA, Brasil
L. polystegum UFC-L 1959 I Maranguape, CE, Brasil
L. polystegum UFC-L 2071 M Ubajara, CE, Brasil
L. polystegum ZUFRJ 527 M Fortaleza, CE, Brasil
L. wuchereri ZUFES 15/126 M Mucuri, BA, Brasil
L. wuchereri ZUFES 15/131 M Mucuri, BA, Brasil
L. wuchereri ZUFES 15/203 F Mucuri, BA, Brasil
L. wuchereri ZUFES 15/208 F Mucuri, BA, Brasil
L. wuchereri ZUFES 15/209 F Mucuri, BA, Brasil
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Espécie Identificacdo Sexo Localidade

L. wuchereri ZUFES 15/227 F Mucuri, BA, Brasil

L. wuchereri ZUFES 15/228 | Mucuri, BA, Brasil

L. wuchereri ZUFES 15/229 | Mucuri, BA, Brasil

L. wuchereri ZUFES 15/236 I Mucuri, BA, Brasil

L. wuchereri ZUFRJ 1555 I Indeterminado

L. scutigerum MNRJ4036 I Rio de Janeiro, Brasil

L. scutigerum MNRJ4037 I Rio de Janeiro, Brasil

L. scutigerum MNRJ 4038 I Itaborai, RJ, Brasil

L. scutigerum MNRJ4458 I Rio de Janeiro, Brasil

L. scutigerum MNRJ 4490 M Marica, RJ, Brasil

L. scutigerum MNRJ4791 I Rio de Janeiro, Brasil

L. scutigerum ZUFRJ 550 F Itaborai, RJ, Brasil

L. scutigerum ZUFRJ 1399 M Itaborai, RJ, Brasil

L. scutigerum ZUFRJ1401 | Rio de Janeiro, Brasil

L. scutigerum ZUFRJ1417 M Rio de Janeiro, Brasil

L. scutigerum ZUFRJ 1511 M Saquarema, RJ, Brasil

L. scutigerum UERJ 710 | Rio de Janeiro, RJ, Brasil
L. microcephalum MHNCI 3034 M Adrianopolis, PR, Brasil
L. microcephalum MHNCI 3538 M Paranagud, PR, Brasil
L. microcephalum UnB 3663 F Brasilia (DF), GO, Brasil
L. microcephalum UNNEC 511 M Corrientes, Argentine
L. microcephalum ZUFRJ 240 M Bom Jesus do Itabapoana, RJ, Brasil
L. microcephalum ZUFRJ 249 F Rio de Janeiro, RJ, Brasil
L. microcephalum ZUFRJ 285 I Rio de Janeiro, RJ, Brasil
L. microcephalum ZUFRJ 462 M Rio de Janeiro, RJ, Brasil
L. microcephalum ZUFRJ 467 F Rio de Janeiro, RJ, Brasil
L. microcephalum ZUFRJ 468 M Rio de Janeiro, RJ, Brasil
L. microcephalum ZUFRJ 1001 I Governador Celso Ramos, SC, Brasil
L. microcephalum ZUFRJ 1317 M Petrépolis, RJ, Brasil
L. microcephalum ZUFRJ 1320 M Petrépolis, RJ, Brasil
L. microcephalum ZUFRJ 1321 M Petropolis, RJ, Brasil
L. microcephalum ZUFRJ 1514 I Indeterminado
L. microcephalum ZUFRJ 1282 I Indeterminado
L. microcephalum ZUFRJ 975 I Indeterminado
L. microcephalum MHNCI 7347 F Espigéao d’'Oeste, RO, Brasil
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Espécie Identificacdo Sexo Localidade

L. microcephalum MNHNP 244 I Departamento Caazap4a, Paraguay

L. microcephalum MNHNP 5114 M Ayolas, DM, Paraguay

L. microcephalum MNRJ 4789 F Joinville, SC, Brasil

L. microcephalum* NMB 3818 M Colonia Nueva Colombia, DCo, Paraguay
L. microcephalum* NMB 3819 M Colonia Nueva Colombia, DCo, Paraguay
L. microcephalum* MNHNP 5112 M Aregud, DC, Paraguay

L. microcephalum* NMB 3820 M Colonia Nueva Colombia, DCo, Paraguay

Legenda: Museus e Cole¢des: MHNCI: Museu de Historia Natural do Capao da Imbuia; MNHNP:
Museo Nacional de Historia Natural del Paraguay; MNRJ: Museu Nacional do Rio de
Janeiro/lUFRJ; MPEG: Museu Paraense Emilio Goeldi; NMB: Naturhistorisches Museum,
Basel; UERJ: Colecdo herpetologica da Universidade do Estado do Rio de Janeiro;
UFC:Universidade Federal do Ceara; UnB: Universidade de Brasilia - DF; UNNEC:
Universidad Nacional del Nordeste — Corrientes (Argentine); ZUFES: Zoologia,
Universidade Federal do Espirito Santo.; ZUFRJ: Zoologia, Universidade Federal do Rio
de Janeiro.

BA = Bahia; CE = Ceara; DC = Departamento Central; DCo = Departamento Cordillera;
DF = Distrito Federal; DM = Departamento Misiones; GO = Goias; PA = Parg; PR =
Parand; RJ = Rio de Janeiro; RO = Ronddnia; SC = Santa Catarina; F = fémea; M =
macho; | = indeterminado; * = Leposternon sp de acordo com Barros-Filho (2000). Os
primeiros nove animais foram registrados e liberados de volta a natureza e sao

identificados pelo nUmero de espécime / ano de registro.
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APENDICE B — Skull variation in a shovel-headed amphisbaenian genus, inferred
from the geometric morphometric analysis of five South American

Leposternon species.

Abbreviated title: Skull variation in Leposternon spp.
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